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論 文 内 容 要 旨
序論
ペ クチ ン質 は、 ガ ラ ク ツ ロ ン酸 が α一1、4結合 に よ って高 分子 とな っ た
ポ リガ ラ クツ ロ ン酸 を基 本 骨 格 とす る細 胞 間 中層 の 主成 分 と して植 物 に
普遍 的 な成 分 の 一・つ で あ る。 この ペ ク チ ン質 に は 主 と してガ ラ クツ ロ ン
酸 のC。位 が メ チル エ ス テ ル化 され た ペ クチ ン と、 エ ス テ ル化 され て いな
いペ クチ ン酸 があ る。
細 菌 に お け るペ クチ ン質 分 解 酵素 につ い て の研 究 は1960年代 よ り行 わ
れ 、数 種 類 の酵 素 が 同定 され て いる が1⊃(Fig.1)、当研 究 室 で は これ ま
で にPseudomona8marinalisN6301およびErwiniacarotovoraErを用
いて 、 ペ ク チ ン リアーゼ(PNL)およびペ クチ ン酸 リアー ゼ(PL)につ いて
研 究 さ れ 、特 に旦carotovoraErでは その遺 伝 子(辺旦,2里)につ いて も
明 らか に され て きた 。 しか しなが ら、Pseudomonas属に おけ るペ クチ ン
質分 解 酵 素 の遺 伝子 的研 究 は、 世 界 的 に も これ まで ほ とん ど行 なわ れ て
お らず 、本 博 士 論文 の主 目的 は これ らの点 を 明 らか に す る こ とに あ る。
ペ クチ ン質 分 解酵 素 に関 す る研 究 の背 景 は以 下 の よ うな もの で あ る。
PNLは、DNA合成 阻害 剤 の添 加 に よ り誘導 生 産 さ れ2)、SOS反応 とよ く
似 た機 構 に よ り生産 され る と い う非 常 に興 味深 い酵 素 で あ り、その精 製
お よび性 質 が詳 し く検 討 され 報 告 さ れ た。E.carotovoraにお け る研 究 か
ら、 この酵 素 の誘 導 生 産 に はrecムが必 要 で あ る こ とが知 られ てお り3⊃、
さ らにPNLの遺伝 子(匹 り の ク ロー ン化 お よび 全 塩 基 配 列 の決定 が行 わ
れ た4・5}。しか しなが ら、 この プ ロ モ ー タ ー と考 え られ る領 域 の塩基 配
列 を調 べ て もSOS反応 に特 徴 的 なLexAタンパ ク の結 合 領 域 の共通 配列 が
存 在 せ ず 、細菌 に お け る新 た な遺 伝 子 の発 現調 節 機 構 が 発見 で き るので
は な い か とい う期 待 が 持 た れ た 。最 近 にな って 、RecAによ り発現 が調 節
され て い る遺伝 子 上 に ア クチ ベ ー ター が存 在 して お り、 この アクチベ ー
ター がpn1の 発現 を調 節 して い る こ とが報 告 され た6}。
PLにつ いて も種 々の 細 菌 に お い て酵 素 、遺伝 子 の 両 面 で研 究が行 なわ
れ 報告 され て い るが7}、本 研 究 室 を含 み や は りErwinia属細菌 にお いて
詳 細 に 調 べ られ て い る。 しか し、前述 の とお りPseudomonas属細菌 にお
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い ての ペ クチ ン質 分 解酵 素 の 遺 伝子 レベ ル で の研 究 は ほ とん ど行 なわ れ
て いな か った。
本 研 究 で は・2・marginalisN6301にお け るペ クチ ン質分 解 酵素.にっ い
て 、 タ ンパ ク レベ ル、遺 伝 子 レベ ル で以 下 の点 につ いて 明 らか に した。
?
?
?
?
?
?
PNLの精 製 と性 質
pn1のク ロー ン化 と全 塩 基 配 列 の決 定
匹Lの 発 現 に対 す るRecAの必 要性
グ リセ ロー ル を含 む培 地 で 生 育 さ せ た時 に生産 さ れ るPNLならび に
PLの性質
PLの遺伝 子(叫)の クロ ー ン化 と全塩 基 配 列 の 決 定
⊇ecAのク ロー ン化 と全塩 基 配 列 の 決定
第 一 章DNA合 成 阻害 剤 に よ り誘 導 生 産 さ れ るPNLの精製 お よび性 質
本 菌 のPNLは 、DNA合成 阻害 剤 に よ り溶 菌 と とも に培地 中 に誘 導 生産
さ れ る 。Glucose-M9培地 に よ り本 菌 を生育 させ 、 マ イ トマ イ シ ンC(MMC)
に よ りPNLを誘 導 し、溶 菌 が起 こっ た ところ で上 清 を 回収 して粗 酵 素液
と した。
一 連 の カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィ ーに よ りPNLをSDS-PAGE上単一 バ ン ド
まで精 製 した 。(Fig.2)精製 表 をTable1に示 した 。 この酵 素 の 分子量
を推 定 した結 果 がFig.3であ る。 この 結果 よ りそ の分 子量 は 、約34,000
と推 定 され た 。
精 製 され た酵 素 を 用 いて そ の最 適 温 度 を調 べ た(Fig.4-A)。酵 素 の最
適 温 度 は30℃前 後 に あ り、50℃付 近 か ら急 速 に失 活 し 、60℃前後 でほ ぼ
完 全 に失 活 した。
酵 素 の 温度 安 定性 につ い て調 べ た結 果 をFig.4-Bに示 した。各 温度 と
も30分間 まで酵 素 の安 定性 を調 べ た。 そ の結 果 、30℃で は安 定 で あ った
が 、45℃を越 え る と急 速 に失 活 した。
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酵 素 の 最 適pHを 調 べ た 結 果 をFig.5-Aに示 し た 。 そ の 結 果 、pH8が 最
適 で あ っ た 。
酵 素 のpH安 定 性 を 調 べ た 結 果 をFig.5-Bに示 し た 。 そ の 結 果 、pH5-8
付 近 が 安 定 で あ っ た 。
各 種 タ ン パ ク 質 修 飾 試 薬 を 用 い た 結 果 をTable2に 示 し た 。 そ の 結 果
N-Ethylmaleimide、P-Chloromercuriphenylsulfonicacidによ り ほOヨご
完 全 に 酵 素 活 性 が 阻 害 さ れ た 。 こ の こ と は 、 本 酵 素 がSH酵 素 で あ る こ と
を 示 唆 す る も の と考 え ら れ た 。
第二 章pn1の クロー ン化 と全塩 基 配 列 の決 定
pn1の 発 現 調 節 機 構 を 調 べ る た め に 、 まず そ の 遺 伝 子 を 単 離 し そ の 全
塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
PNLのN末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し、 これ に 基 づ い て 二 種 の 合 成 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ を 作 成 し た(Fig.61。No.1およ びNo.2プ ロ ー
ブ を 用 い てPstI消化 し た ク ロ モ ゾ ー ムDNAと ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を
行 っ た 結 果 をTable3に 示 し た 。 この 結 果 か ら 両 プ ロ ー プ に共 通 に 観 察
さ れ た3.8kbのPstI-Ps七1断・片 を ク ロ ー ン化 し た(Fig.7)。この 断 片 の
一 部 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、 タ ンパ ク よ り決 定 さ れ たN末 端 ア ミ
ノ 酸33個 の 配 列 と一 致 す る領 域 が 見 ら れ た 。 し か し な が ら、 得 られ た約
3.8kbのPstI-Ps七1断片 上 に は 完 全 な 遺 伝 子 が 存 在 し な い こ とが わ か っ
た の で さ ら に ク ロ ー ン化 を 行 っ た 。 そ の 結 果 をFig.8に 示 し た 。 こ の プ
ラ ス ミ ドを 持 っE.coliDH5αは 、 弱 い ペ ク チ ン リア ー ゼ 活 性 を示 した 。
次 に 、 こ の 断 片 の 全 塩 基 配 列 を決 定 した(Fig.9)。EcoRIからSmaI
ま で2160basesであ っ た 。 ポ ジ シ ョ ン515か ら1450まで オ ープ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム が 存 在 し 、312個 の ア ミ ノ酸 配 列 が 推 定 され 、 そ の 分 子
量 は34,103であ っ た 。1493-1525には 、 ρ依 存 性 の 転 写 終 結 配 列 が 見 ら
れ た 。 ポ ジ シ ョ ン372-389に大 腸 菌 で 解 析 さ れ て い るLexAタンパ ク結 合
部 位 の 共 通 配 列 と一 致 す る 配 列 が 見 ら れ た 。 ポ ジ シ ョ ン347-352、370一
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375の 二 か 所 に 大 腸 菌 の 典 型 的 フ ロ モ ー タ ー構 造 が 見 られ た 。 こ の こ と
よ り、 こ の ペ ク チ ン リ ア ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 調 節 は 、RecA-LexAの典 型 的
SOS反 応 に よ り行 わ れ て い る こ とが 推 定 さ れ た 。
さ ら に 、 至.carotovoraErのPNLとの ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 行 っ た結
果 をFig.10に 示 し た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は60.8%で あ っ た 。
さ ら に こ れ ま で に ク ロ ー ン化 さ れ たPNLと 比 較 し た と こ ろ部 分 的 な 相
同 性 が 見 られ た(Fig.11)。
第 三 章pnlの 発現 調 節
第二 章 にお いて 、pn1を ク ロー ン化 した と ころ 、 その 上流域 にLexAタ
ンパ ク質 結 合 領 域 の共 通 配 列 が見 られ 、 この遺 伝 子 の発現 調 節 は これ ま
で に知 られ て いるRecA-LexAによるSOS反応 に よる もの と推 定 され た。
そ こで本 章 で は、本 菌 にお け る本 遺 伝 子 の発 現 調 節 が 、従来 よ り知 られ
て い るSOS反応 に よる か否 か をデ ィ レー シ ョン クロ ー ン を用 いて検討 し
た。
大腸 菌C600(recAつお よびDH5α(recA一)の、各 プ ラス ミ ドを持 っ
た菌 株 に お け るペ ク チ ン リアー ゼ活 性 の結 果 をTable4に示 した。SOS
boxを含 むプ ラス ミ ドを持 っC600系列 にお い て は経 時 的 にPNL活性 が増
加 して い る こ とが観 察 され た 。一 方DH5α系 列 で は、PNL活性 はほ とん
ど検 出 され な か っ た。 また 、C600及びDH5α とも にMMCを加 えず に3な
い し6時 間 培 養 した場 合 に は 、 いず れ もPNL活性 が 見 られ なか った。 以
上 の結 果 よ り、 本遺 伝 子 の発 現 調 節 にお い て はLexAによ る発現 の抑 制 と
RecAによる発 現 の誘 導 が必 要 で あ る こ とが 強 く示 唆 され た。
次 に 、本 菌 に お いてRecA一株 の作 製 を試 み た。 得 られ た変異 株 が 目的
とす るRecA一で あ る こ とを証 明 す る には 、UVおよび メチ ル メ タ ンスル ホ
ン酸 伽MS)に対 す る感 受 性 の上 昇 等 を確 認 す る方 法 が あ るが 、 さ ら に
recAをプ ロー ブ と したハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョンで も確 認 した。
変 異 株 の 取得 は 、 トラ ンス ポ ソ ンTn5を用 いて 行 ない 、recA一変 異株
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と思 わ れ る一 株 を 取 得 し た の で そ の 解 析 を 行 な っ た 。 そ のUV感受 性 、MMS
感 受 性 をFig.12に 示 し た 。
recAは、 以 下 の 方 法 で ク ロ ー ン化 し た 。
ク ロ モ ゾ ー ムDNAをSau3AIで部 分 分 解 し約4kb以 上 の 断 片 を抽 出 し て 、
プ ラ ス ミ ドベ ク タ ーpUC118のBa耐1部位 に つ な ぎ 、 コ ン ピ テ ン トセ ル の
HB101を形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン は 、 レ プ リ カ し てUV(254nm、
20J/m2)によ り生 育 す る も の を 選 択 し た 。
約4,000個 の ク ロー ン よ り1個 の 約6kbの 断 片 を 持 っ た紫 外 線 耐 性 ク
ロ ー ン を 得 た 。 こ れ を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 約1.9kbの 断 片 を 得 た
(Fig.13)。さ ら に 、 そ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た(Fig.14)。
そ の 結 果 、1、056bp、ア ミ ノ 酸 に して352個 の オ ー プ ン リー デ ィ ン グ
フ レ ー ム が 見 られ た 。 ま た 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る 近 縁 株 で あ る 、
P.fluorescensのrecAと比 較 し た と こ ろ 、 塩 基 配 列 で94.3%ア ミ ノ酸 配
列 で99.7%の 相 同性 が 見 られ た 。
トラ ン ス ポ ソ ン に よ り得 ら れ たUV感 受 性 変 異 株 に 対 し て 、堕 塾 を プ ロ
ー ブ と し た サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な っ た(Fig.15)。 親 株
(P)、 変 異 株(M)と も 同 じ パ タ ー ン を 示 し た の で 、 得 られ た 変 異 株 は
recパ 変 異 株 で は な い と思 わ れ た 。 現 在 さ ら に 検 索 中 で あ る 。
第四章 グリセロール存在下におけるペクチン質分解酵素の生産および
その精製
前 章 ま で に本菌 のMMC処理 に よ るPNLの酵 素 学 的 、遺 伝 子 的解 析 を行
っ て き たが 、本章 にお い て は グ リセ ロー ル に よ るPNL,PLの生 産 お よび精
製 につ いて 検討 した。
本 菌 を1.5%グリセ ロー ル 、0.7%カザ ミノ酸 を含 む無 機 培地 に よ り約3
日間培 養 し、遠 心 除 菌 後 限外 ろ過 機 で あ る ミ リポ ア社 の ミニ タ ンで約10
倍 に濃 縮 した後 、10mMのリン酸 バ ッフ ァー に対 して 透 析 した もの を粗 酵
素 標 品 と した。 これ を第 一 章 のPNLとほ ぼ 同様 の方 法 で精製 した。
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グ リセ ロー ル を含 む培 地 に よるPNLお よびPLの生産 につ い てFig.16
に示 した。対 照 として グル コー ス を含 む培 地 にお い て の両 酵素 の生 産 を
示 した 。
PNLは、 グ リ'セロー ルの 場 合 の方 が 、 グ ル コー ス に比 べて約4倍 、PL
は約12倍の生 産 が観 察 され た。
次 に 、PNLの精製 をTable5に示 した。
さ らに、PLの精製 をTable6に示 した。
また 、』今 回精 製 したPLのsDs-PAGEの結果 をFig.17に示 した。
次 に 、 グ リセ ロー ル に よ り誘 導生 産 され たPNLが、 蘭MCによ り誘導 生
産 され たPNLと同一 の もの か 、 そ れ とも異 な っ た新 規 の もの なのか を検
討 した結 果 をFig.18に示 した。 このSDS-PAGEの結 果 か らは 、両酵素 の
分 子 量 は一致 した。前 述 の 各 種 クロ マ トグ ラ フ ィー の 結 果 を総 合す る と
両 酵 素 は 同一 の遺伝 子 に よ り生 産 され て い る と推 定 され た。
今 後 さ らに 、抗 体 を用い て 検 討 す る必 要 が あ る 。
第 五 章pe1の ク ロ ー ン 化
第 四章 で精 製 したPLのNH、末 端 ア ミノ酸配 列 か ら、 合 成 オ リゴヌ ク レ
オ チ ドブ ローブ を作 成 した(Fig.19)。コ ロニー ハイ ブ リダイ ゼー シ ョ
ンに よ り、約1,300個の 形 質転 換 体 か ら2個 の約7.5kb断片 を含む クロ
ー ンを得 た 。 さ らにサ ブ ク ロー ニ ン グ に よ り約2kbのSa11-Sa11断片上
に 、 目的 の配 列 と思 わ れ る領域 が存 在 した 。続 いて 、全 塩 基 配列 を決 定
した。 デ ィ レー シ ョン ク ロー ンの方 向 お よび配 列 の 決定 領 域 をFig。20に
pe1の全塩 基 配列 をFig.21に示 し た。
塩 基配 列 は1858bpにつ い て決 定 し た。517-1657にオ ー ブ ン リー デ ィン
グ フ レー ムが 見 られ 、380個 の ア ミノ酸 、分 子 量40、811と推定 され た。
N末 端 に は先 に精 製 した タ ンパ ク質 よ り決 定 され た22個の ア ミノ酸 配列
と完全 に一 致 す る配 列 が 見 られ た。 また 、そ のN末 端 に は29個の典 型 的
シグ ナ ルペ プ チ ドと思 わ れ る配 列 が 見 られ た。 ク リセ ロー ル を含 む培 地
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で 本 菌 を 培 養 す る と、 培 地 中 にPLが分 泌 さ れ る こ と よ りalanylalanine
の と こ ろ で シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ り切 断 さ れ て 成 熟 タ ン パ ク と して
分 泌 さ れ る も の と推 定 さ れ た 。
次 に 、5'上 流 領 域 に つ い て 検 討 した 。 開 始 コ ドン の 上 流(502-505)に
SD(Shine-Dalgarno)と思 わ れ る配 列 が 見 られ た 。 そ の 上 流 の375-380に
は 一35、398-403には 一10と 思 わ れ る大 腸 菌 の σ70様の プ ロ モ ー タ ー 配
列 が 存 在 し て い た 。 こ の 下 流 の410-434と460-484の2個所 にinverted
repeat構造 が 見 ら れ た 。 こ の う ち 、 よ り下 流 に 存 在 す る460-500の
invertedrepeat構造 を 含 む 領 域 は 、Fig.22-Aに 示 す と お り本 菌 の
pn1の 上 流 の 塩 基 配 列 と よ く似 た 配 列 を 有 して い た 。
よ っ て 、 こ の 領 域 に は 亟,匹1の 両 遺 伝 子 の 発 現 調 節 上 、 共 通 も し く
は 類 似 のDNA結 合 タ ン パ ク が 関 与 す る の で は な い か と推 測 さ れ た 。 さ ら
に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 上 で も本 菌 のPNLと 比 較 した 結 果 をFig.22-Bに示 し
た 。 こ こ に 良 く似 た 配 列 を 示 し た が 、 これ ら の 領 域 は 他 の 細 菌 に お け る
PNL,PLに お い て も 良 く保 存 さ れ て い る 。 本 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 で の
他 の 細 菌 のPLと の 相 同 性 は い ず れ に お い て も20%以 下 と低 く、 こ の こ と
よ り こ れ ら の 良 く保 存 さ れ た 領 域 が 、PLの 活 性 も し くは 基 質 との 結 合 に
関 与 し て い る の で は な い か と い う推 測 も な さ れ た 。
最 後 に 、E.coliにお け るpelの 発 現 に つ い て 検 討 し た(Table7)。
さ き に 得 ら れ た 約7.5kb断 片 を 含 む プ ラ ス ミ ド(pPPL1)と、 サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ 後 の 約2kb断 片 を 含 む プ ラ ス ミ ド(pPPL101)を用 い た 。
pPPL1,pPPL101とも に 培 養 上 清 に少 量 のPL活 性 が 見 られ た が 、 こ れ は
分 泌 に よ る もの で は な く リー ク し た もの と思 わ れ た 。 ま た 、pPPL101の
活 性 がpPPL1の 約3倍 検 出 さ れ た が これ は余 分 な 遺 伝 子 が 除 去 さ れ 、PL
の 生 産 が よ り有 利 に 行 わ れ た た め と考 え ら れ た 。
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結 論
本 研 究 に お い て は 、 ま ずR.marginalisN6301の培 地 に 、MMCを 添 加 し
てPNLを 生 産 さ せ 、 精 製 し 、 そ の 性 質 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 分 子 量 約
34,000、最 適 温 度 約30℃ 、 最 適pH約8.5で 、各 種 の タ ン パ ク 修 飾 試 薬 に
よ る 反 応 か らSH酵素 で あ る こ とが 推 定 さ れ た 。
次 に 、pn1を ク ロ ー ン化 し た 。936bpの オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー
ム が 存 在 し 、312個 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 推 定 さ れ 、 そ の 分 子 量 は34,103で
あ っ た 。 こ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に は 、 大 腸 菌 で 解 析 さ れ て い るLexAタン
パ ク 結 合 部 位 の 共 通 配 列 が 見 られ た 。 さ ら に こ の 遺 伝 子 の 大 腸 菌 に お け
る 発 現 に は 、recAを必 要 と し た 。 こ れ ら の こ と よ り、P』arginalis
N6301のpnlは 、 典 型 的 なRecA-LexAによ り発 現 が 調 節 さ れ て い る と推
定 さ れ た 。
トラ ン ス ポ ゾ ンTn5を 用 い た 、P.marginalisN6301のrecAρ変 異 株 の
取 得 の 試 み は 成 功 に 至 ら な か っ た が 、 この 過 程 で 本 菌 のrecAのク ロ ー ン
化 お よ び 全 塩 基 配 列 の 決 定 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 本 菌 とP.fluorescens
のrecAの塩 基 配 列 が 、 非 常 に 高 い 相 同 性 を 持 っ こ と が 明 らか とな っ た 。
こ の こ とは 、 両 菌 の 分 類 学 的 相 同 性 を 裏 付 け る知 見 で あ る と思 わ れ る 。
さ ら に 、P.marginalisN6301をグ リセ ロ ー ル 存 在 下 で 培 養 してPNLを
生 産 さ せ た 。 こ のPNLを 精 製 し 、MMC存 在 下 で 生 産 さ れ たPNLと 比 較 し
た と こ ろ 、 精 製 に お け る 各 種 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー が 同 一 で あ る こ と 、
SDS-PAGE上分 子 量 が 一 致 し た こ とか ら 、 こ れ ら のPNLは 同一 の タ ン パ ク
で あ り、 同 一 の 遺 伝 子 か ら生 産 さ れ て い る と推 定 さ れ た 。
最 後 に 、P.marginalisN6301の生 産 す るPLを精 製 し、 そ の 遺 伝 子 を ク
ロ ー ン 化 し 、 全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、PLは 典 型 的 な シ グ ナ ル
ペ プ チ ドを 持 ち 、 こ れ に よ り分 泌 生 産 さ れ て い る こ と が 推 定 さ れ た 。 ま
た 、pe1とpnlを 比 較 し た と こ ろ15曹上 流 域 に 非 常 に 高 い相 同性 が 見 ら
れ 、 共 通 の 発 現 調 節 タ ンパ ク が 存 在 す る 可 能 性 が 考 え られ た 。
以 上 の よ う に 、 本 砺 究 に お い て はP.marginalisN6301の生 産 す る ペ ク
チ ン 質 分 解 酵 素 の 精 製 、 性 質 の 検 討 を 行 い 、 さ ら に そ れ らの 遺 伝 子 を ク
ロ ー ン 化 し 、 全 塩 基 配 列 を 決 定 し て 、 詳 細 に 検 討 を 加 え た 。
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墨βu轟8P《8P』y6GユyS◎8Gユン7h7PhoTb,A6PThr《6aSerVo1ProProIユe7h=rム6旧G1既;ΨoSoでPro【4旭▲1`GlgTrP↑hrAユ8
15601370138015901400星4102420ユ4301440
MCTYCCMTTACCCCTATACCITGAACACGGCGGCGGGCCGACGACTTTAGGGMCMTCCCGCCGCTGGGCiGCGCCGI7GGT
Tbr8●rA8口7yrAユ8τy7τhrL●uLy8TbI熟ユ亀み1題Glnムユ81」ヴ8A8pPhoThrGとnLy8A●皿ム18G工yム1己61鳥JU&」U8ム18LeロV81
,-,.
Gm(温二讐7G顛τA謬又㏄謄C}盃讐τ㏄CTG塾訟告瀞r㏄λさε亭¢血CTと≒£脹ATA鵡愚 τAT漂駅C《(≠rGA÷ききε
PhoGユySor●・● .　 4一一 一一一一一一一
15<OIS501580157015801b90180018101620
CTTTGTMTGTAMCMTTCTTCATCI7GAGATMCCGGTGOOOATGTTAAACCTTCGGGTGCACTfGCAGATCCMCTATCTTCTCCTC
18301BtO1850186016701880189017001710
TTTCGGTCACTATCGAGI'TGCTCGCTGTGCGTGCTATTTAATCTTCGCTTTTTATTTMGCGTGGCAAMGGAGTGTGTGMACA
1720175017401750176017701780-17901800
TGCGMTCATACTCCCACTCGCTGGACACGGGCCGATCCGCTCAMGTTMTGAGMTGACCCTACGACGACACAGCCGTTAGTGAGTCC
161018201830184018501880187018801890
TGACTTTCCTGTGTGACTGAGCGCTCTTTATTTCGGAGCGTGCGTTCCCTGAGCiGCA1'GGGCGGTGGTATCTCTGCATGCCTG
190019101920193019401950198019701990
GTGCTCATCTI'GCCCTGACCGCCGACCGTCCCCCCCATCATCGCpATTCATCMCGCCGACGGCCGTTACGAGTCMCCGCGATTC
199020002010202020302040205020802070
CGMCATCCCCATGGCCATCCGCGGATCTGCTACTGCTACTCGCGCACCCGCAAAGACTGGATCTTCGGCGGCCGGGTCATGCCCGApCG
20802090210021102120213021021502160
GGTTTCACCGACCACCCGTCAGTGGGCCGGCACGCCGATCCTCCTCAATAACAACGGTGATATCGACCTGTATTACACCTGCGTAACCCC
肱9翼ucleotidesequenceoft㎞eEcoRI-S■alf㎎■e顕tandthededuced団■inoacidsequence
ofpectinlyase(PNL).Thestrandshornisthe5'to3'direction.thededuceda.inoacids
sequenceisgivenbelo.thecorrespondingnucleotidesequence.Thepredictedriboso.al
bindingsiteandpro.otersitesareindicatedbyadoubleunderlineandsingleunderlines,
respectively.ThenucleotidesequenceofLexAbindingsiteandN-teninal33winoacid
sequence.hickdeterminedfro.proteinareboxed.Arrorsrepresentirnertedrepeats.
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Fig.10Co叩aτi80nofa皿i轟oacidsequenceofP肌f∫o皿
2・margipali8.N6301〔upper8eque駄ce)回iththatof
E.carotovoraEr(lowersequence).Verticalbars
indicatethehomologyofbases.
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Fig.13Physicalmayandsequencingstrategyofthe1.9-kbfrag.ent.
ThickberindicatesopenreadingPrane.Arrorsindicatethedirection
andsequencedregionofdeletedDNAclones.Barindicates100bp.
Restriction8ite8:P,2旦≦…1;B,旦曼里HI;K,垂⊆2⊆匡1IH撃!LL璽dllI・
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亀102030405060
CTGC《6CタG蝋丁んG㎜TC^GGGGT^G。CGハT㏄CC働TC珊GTGG畝C亟璽
780901001墓0120
CTACTT八TACAGGTτGGCCGTCAGCTT凡TTG孔77ACσTGAGGAC7『T《△TGGACGACA
NetASpASDAen
130160150180170180
AC《《G《《G…GCCTTGGCTGCGGCCCτGG6TC《G《TC6▲《CGτC舶冗CGGC《ムGGGTG
Ly8瑠8Ly8Aユ8【`ouAla跳1&ハユ亀LouG工yGユaエユoG工u蕊r8Gユ亘PhoGユyLy8GlyA工巳
180200210220230240
CCCTAATGCCTATGGGCGATCACGACCCTCAGGCGATCCCGGCTAT'RCCAGTGGCTCTC
Va工買otAr鰯MotGユyA8pHi8《5ワAr8GエロA1邑11●ProA工匹11●SorTh=・G工ySorLou
250280270280280300
TCGGTCTGGACATCGCGCTCGCCATTGGCGCCCTGCCAAAAGGCCGTATTGTTGAMTCT
GlyLouみopIloAlaLouGユyエ●GlyGユyLouP20L¥oGユyA罪`エユ6V亀ユGluエ10Tyど
S10320330SfOS60380
ACGGTCCGGAATCTTCCGCTAAAACCACCCTGACCCTGTCGCTGATTCCTCACGCGCAM
GlyP,oG工uSorS●rGly二心喝τhr7hrL●ロThrL●u8●rV匹ユエユ◎ハ↓轟Glnハ1`G1ロLy5
3TO380300100410120
AAATCGCCGCCACCTGTGCGTTCGTCGATGCTGMCAC(iCCCTGGATCCTGAGTACGCCG
麗〇七G工yA工亀ThrCy臨△1邑PねoV邑1A8PA工●GユuHまOA1巳L●U《8pP70GluTyrA工邑Gユy
asoseoasoaeoagoaea
GCムムGCTGG6CGτCムACGTT6ムτG《CCTGCτGGτrTCCC轟GCCGG《C轟CCGGCGAGCハAG
』y●L●uGユyV巳よA6aV81《●9ム8PL●u』●uV8ユ8●rGlaProA8P7蝕rG工yGluG工二▲ユ"
4BObOO610620630640
CCCSCGAMTCACCGACATGCTGGTGCGCTCCMCGCCA7CGACGTGATCGTCCTCGAC7
L●uGIU工1●「口h1Fハ息P薦■tL●uV亀工Ar`S●2A●n《≧8ユ竃●A6pV巳11ユoV邑1V亀1A6P8●=馳
5606806706BO6HO800
CCGTGGCAGCCCTGGTACCCMGGC7CAMTCGMGGCGAMTGGGTGASATGCACGTGG
V61Aユa《ユ亀LouV●ユPpoLy8A1邑Gユul1●GluG工yGlu圏●七G13A6,麗●t区1■Ψ風ΣGly
aioazoesos.oesoeeo
CCCTCCMGCTCGTCTGATCTCCCAGGCGCTGCGTAAMTCACCGGTMCATCMGMCG
LouGよnみ工轟《r`L●魑麗●tSorGエロハ1邑L●覧ハr`』y●11●ThrG工yA8aエユ●Ly8A■n《工0
870880846700710720
CCMCTGCCTCGTGATCTTCATCMCCACATCCCTATCMGATCGGCGTCATGTTCGGCA
A8nCy8LouVa工1ユ6PhoI16A8ロGlo工1●Ar8貿●し醇6Σ10G】LyV●工翼〇七Ph●Gユy8◎r
730740750780770780
GCCCGGAMCCACCACCGCTGGTMCGCGCfGMGTTCTACGC'fTCGGTCCGCCTGGACA
P竃。oGluTh=」ThrTbrGlyGユyA80《ユ己L●u14F5Ph●7yrA1巴S●rV愚ユAr`L●Uム8pエユ0
7BO8008108208308iO
TCCGCCGTACCCGCCCCGTCMCGMGCCCACGMGTCCTCGGTACCCAMCCCCCGTCA
Ar`轟r`7hrGlyAユ亀V墨1Ly6GユuGlyA6pG工uV&1V邑1Gユy8●rG工uTぬrAr`V艦1【心75
esoeeoegoeaoaeoeoo
AGGTTCTCAAGMCAAAGTGGCTCCGCCATTCCGTCAGGCCGAGTTCCAGATTCTCTACG
V己1V41Ly8A8nI心噂V●ユA工6ProProPれ●Ar`G11協1魯GユuP舳●6ユn工10L●uTy【Gly
eioezocsooaoesoeea
GCAAAGGTATCTACCTGAACGGCCAMTGATCGA'['1'TGfiG'1'GTCCTGCACCGTTTCGTCC
Ly6Gユy工10TyrL●u《8n61yGユuM●tΣユ●A6PL◎u61yV亀工L●u闘工8GユyPhoV●1Glu
870B80BYO _100010101020
AGMGTCCGGTGCCTGGTATGCCTACMCGGCAGCMCATCGCTCAGGGCMGGCCMCT
Ly・s・帽 工y飢5τ・pTyrA加τy「融GlyS。'Ly・11●G岬1島GL肉 。A1伽nS●'
103010101060108010701080
CGGCCMGTTCCTCGCGGACAACCCGCACATCGCCGCCACCCTTCAAAAGCAGATCCGCC
A工8Ly6Ph●し●U《1邑《6PA8"P塞。oA8P11●A1邑《1邑7馳rL●U61U1心poG工"工1●Ar8A魯P
ioeoiiooiiioiiaaiisoiiao
ATAAACTGCTGACCCCIGCGCCAGACGTGAAAGCTGCCGCCMCCCCGAGCCGCTTGAAG
Ly8LouLouThrPpoA1邑P,oA●pV邑ユLy8A工&A1巴典1&乱orいでεGluProV8工GluGIU
1150ユ16011701二8011901200
AAGTGGMGMGCTGACACTCACATCTCAAGCACACGATGACTGTTGTACTGGATACACT
Va工GluGluAla△8pThrA8pエエ●
二2工GΣ2201230亀24012501260
CGTCGCCGTTCGGGCACTGCGAT6GACCTGCTCg≦巡 …ρ巳⊆g色gg良CGGTCGGG了CGAG
127012801280130013101320
CTGACGCGTAAACTCCGTCAGGCGGCGCAGATCCCGAGATGATCCACACAGCCCTGACCC
1330134013bOIS80
GTTAACGCAAGpAGGGCTCCTGTCGGAATCCCGTTACCTAGAAAGCTTT
Fig.!4NucleotidesequencebetxeenPstlandNindlllof1.9-kbfragment
andthededucedaminoacidsequenceofRecA.
Thestrandshownisfrom5'to3'.Thededucedaminoacidsequenceisgiven
belowthecorrespondingnucleotideseguence.Arrowsrepresentinverted
repeats.TheSOSboxandpredictedriboso4albindingsiteareindicated
byaboxedandunderlined,respectively.
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Fig.15AutoradiographyofSouthernblothybridization.
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Fig,16Timecourse ofpectinolyticenzymesproduction.
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一..
Total Total Specific
,
protein units activity Fold
(mg) (x10一') (凱it/㎎)
.
Crudepreparation 27.8 1390 50 ユ
CM-cellulose o.zi 930 4428 88.6
Hydroaylapatite 0.10 690 6900 13$.0
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Table5Purificationofpectlnlyasefro皿2。!塑N6301
cultivatedユnt臨e皿ediu皿containing91ycero1・
1 2 3 4
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21,504
閏 ● .,,
一
輌
一_▼ 一9
o
Fig.
?
?
?
?
ー
?
」
?
?
?
18CoｮparisonoftwoPNLs
ｵolecularweightmarker.
PNL(Fromglycerol).
2and4(Mixed)
PNL(FromMMG)
inSDS-PAGE.
Table6Puri£icationofpectatelyasef=oIロ£・壁 と主皇
麗6301cuユtivatedまna皿edi岨coataining91ycero1.
VolumeProteinActivity
(ml)(mpJ(units)
Sp㏄i行c
activity
(u/mgJ
Puri丘,
ca価on
(fold)
Crudcp爬p紅anon
CM-cellulose
Hydroxylapatite
Gelfiltration
75
監9
2.2
9.5
27.8
L.2
0.6
0.3
63,000
43,700
28,600
19,950
2,270
36,420
47,670
66,500
1.0
重6.O
zi.0
29.3
1 2
66,200
45,000
31,000
21,500
14,400
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Fig.17SDS-PAGEofpurifiedPL.
1.Molecularweightmarker.
2.PurifiedPL.
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1213141516171B19
冊3-丁叩Ala幅1曲nG1蝉1仙=一CQOK
TGGC.CIACICAC,AATGGIGGIAC
CCCC
Fig.19NH,一terminalaminoacidsequenceofPL
andoligonucleotideprobesequence.
Abbreviation:1,inoslne.
↓?『? ?『
一
Fig.20Phy8icalmapand8equenc加g6tてategyofthe
2.1kbSall-SalIfragment.
丁hi6kbarindic畠巳c50p巳nre■di露gfヒ創mc.Arτow5indic8星¢Ihedir㏄tion8nd5cqucnced
鵬glono「dok}!己dDNAclon鳳8訂i蹴dic就目100bp.Rc5瞬cjon5i巴c3=S、∫α'1;D.
ρr4置lSM,5肌σ1;V,εヒσ&V.
』τable7Pectatelya6eactivユtyln ρ
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Fig.ZpComparisonofnucleotidesequence
sequenceofgel(PL)andpnl(PNL).
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■IO2030405060108090
TCCACGAACAGCACTTGGCTATCTTCATCACGCGCTTTCCCCAGCATATCAACGCGCTCCCCATCCATACTTTTGCTCTCGAAAAGCACC
1001101201301401501801]D180
GTTTCACCTCGCCGTTGACGGCCATAGCCMTGCTCAACTGACGCCGCATATCGCCCCCAATACTACGAAGCCAATCAGGATGGCCTCAC
180200210220230240Y50280270
GGCAMTCGTAGATAAAATTTCCGCATTCACACTTGATCGAGAMTTCACGCTTTTGAGCAGTAGCCCCCAATCCGCTGTAGCCCTTTAG
280290300310320330310350380
MIATCACTTTGATCCCCTTCCATCCACCMGGCCTCATTGCCCTCCAGTCCGGCCGGCGCCTCTACTCTTGCGMACAGAGCAMTCATA
370380360100110120130110150
ACGCAATCAGTTGTACGACATCGCAAGAGACACATGATAGTATTTCTMTCCACCCCACCTTCGATTCGCTGCACCGGTGCCMGGACGT一 一 一■■■■■一●・ 噸■■剛■■一一
180170180190500510520530510
CCCCTCGAGAMCGCGCAMCCCTGTGCGCCSTTAAMCTCMCTTMTCMGGATCTGATTACTCATGACAAMCCCTCAACTTTCACC一一一一 一ゆ 一 昌==製2三 二遡睡2Σ2§ 巳監鼎 腰⊆駐乙
5505805705505BO800830820830
GCCTGCAMCTGGCCAGiGCCCTATi'CGGCGCCCTGCTG?Tt1'CCAGCGTTCCCGCACATGCG_CCCGATAT7T_CGCSCGACCTCGCCACC
ム碧触2皇2鯉29空掘滋坐盤鯉黙9§9愛触 藍三9坐想聖触盛一
6406506606?0800090700710720
隻⑩CCCGGGC?㏄CGC6ん 轟CG貞LC《7CTAC《CCG7T…CGC《GCCα し《C76
7hrGユTrA1`Thr6n《ooGIhr● ●rArε《1飴1亀 ハユ8」し8島ム6ひ110TyrτhrV`ユLど6A●口∴1●轟ユ重G1凹L●u
730740750.760770780790800810
…GCCClhじ 《GTGC77CGGC盛GGC轟GCJし轟C〔㍑C6C霞TC轟TC《 《G轟「『CJしCCGGC轟丁「『《TCG真CGTC▲㏄G《 《GGC轟轟GG電「置「『AC轟㏄
星心鳴江OF●Aユ己星βロS●竃。A1亀S璽r《1鵬61y8●rAonGly▲r81ユ611GLyo三ユ●ThrGユylユ●11●《8pV亀ユS●rGユuGly』y8V●17yrTh7
820830840850860870880890900
AAAACG6CfGAGTCAAGGTTCGOOOCCCC(.7QGATATTOOOCGTAAGACGGATCGTGGGCATCGGCACCAATGCCGAGATCCCCCM
Ly8r『hrAla《●P鴎●t』y戯7亀1Ar召G】LンA,8L●u《6P11●ProGly乳心鷹TbrTb7工】,●讐81Gl3F11●617S●でA8臨《1亀G工u11●Ar861u
aioazoesoegonsoaaoegoaeoaao
6GTTTC7丁質 「AC6CG《ム轟G∩脚 τG《C6τ飢TC轟TCCG㎝C《TC轟CCO7CG細7㏄CTG6GACCCC6」 しGCC《TC7TTG《7《GO《C
ClyPhePheTyrAlalyaGluA.nA.pValIleIleAr6AenIle7hrValCluA.nPro7rpA.pProGluProIlaPheAaplyeA.p
10001010102010JO1001050108010901080
CATGGTCCCGACGCCMCTGCMCTCCCACTACGACGGCCTGACCGTCCMCCCGCCMCMCCTCTCGGTCCATCACCTGACCTTCACC
AepGlyAlaRepGlyASnTrpAsnSerGluTyrAepClyLeuThrValGluClyAlaAenAanValTrpValAepHisVslThrPhsThr
LO901100乳tlOZl2011301乳401150乳 塞60墓170
GACGGCCGCCCTACCGATGACCAGMCGGCACCGMCACGAGCCTCCCAAGCMCATCACCACCGCGCGCTGGACCTCMCAACCGCGCC
A8pGユyAr8ArgThrAのPA8pGloJし8nGly7hr61uHオ8GluAr`Proユ心幅GlnH18H五8A8pGlyAユ己L6uA8pV己ユ1のρ8A8nGユ37A18
11801190120012竃012201250124012501260
MCTTCCTMCCATCTCTTACTCGGTGTTCMGTCCCACGAAAAAMCMCCTGATCGGTTCCACCGACTCCCGCACCACCCACGATCGC
AanPheValThrIleSerTyr6arValPhaLyeSerHieGluLyeAenAsnLeulleGlySerSarAepSerAr6Thr7hrAspAapGly
1270128012901500星510!320135013403350
MGCTCMGGTGCGTCGCMGCCCTCTTCGAGMGTCTCCGCCCCTGCGCCCCCCGTGCGCTACCCCCMCTCGTCTCTACMC
切8』 ●uL邑78V亀二τ虹r工1●H三9A弓駆τ㎞警L●uP』oGlujL6n三ユ●S●rA1亀轟r5Aユ亀Pτo孔r`V邑1Ar8τy誓G1ンG1鵬V亀1腿i8L●uTyrA豊n
:580∫5701380139014001410142014501440
MCTACCACGTCGCGGGCGGCGTMCCTGTACCCGTTCTGTATCCCGTGGCGTCGGGAGAACTCCAAMTCTTCTCCGMCG7
AanTyrHiaValGlySerThrSerBiaLyaValTyrProPheSerTyrAlaHieGlyValGlyLysAanSerLysIlaPheSerGlaArt
145011801470118011901600151015201530
AACGCCTTCCACATCCCCGCTATCACCCCI7GCGACAACATCGCCGGCCATTACGCCCGCAGCGTCTACCCTGACACCCGCTCGACACTC
A8nAエ8PhoGユuヱユeA工8GユyIユoSorGlyCy8A8pしyoIlo凡ユ8GユyA8PTy,GlyGユySe『V巳ユ7y「A「`A8pTh「6ユyS●「Th『L●"
15401550158015701580L5901800L8101820
AATGGCAGCCCACTCACCTGCTCCTCGAGTTCGAGCATCGGCTCGACCCCACCCTACACCTACACGCCGCTGCCTGCCCACAAGCTCGCT
AanGlySerAlaLeuSerCyaSerTrpSerSerSerIleGlyTrpThrProProTyrSerTyrThrProLeuAlaAlaAspLyaValAla
18501801850188018701880189017001910
CCGGACGTCAMGCGAMGCTGCACCCCGTMGCTCTAAGCGATAGTGCAACGTCAGTGATATAAAAAACCCCTCGGTCACGAGCCCTTT
■ロー 一刷■■一闇一■噸齢 咽一 暉國隔ロ ■ー暉隔Al
sAspValLysAlaLysAlaGlyAlaClyLyeLeu
1720聾750ヨ74017501?6017?0178017901800
7TCCTGCCTGTGCCTACTCCACCAACTCGTTGATCTCCATGATCGGCAACACTACTGCCACCACCATCACCAGCACCAOOOCCCCCATCA
-
18101820183018401B50
CCACGATCATCAAAGGCTCAAGCACTGCCCTCATCCCCATCGCCCGGCGTTCCATATC
Fig.21NucleotidesequencebetweenSallandECORVof
SalI-Balifragmentandthededucedaminoacidsequence
ofpectatelyase(PL).
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一144一
論 文 審 査 の 要 旨
本論文 は軟腐病菌 の一種PseudomonasmarginalisN6301を用 いて,植 物病原性 と関係深いペ ク
チン質分解酵素 について,酵 素学的,分 子遺伝学的 に検討,そ の性質を解 明 したものである。
まずDNA合 成 阻害剤に よ り誘導生産 され るペ クチ ン リアーゼを単一 タンパ クとして精製 した。
分子量は約34,000,最適pH8,最 適温度約30℃,pH5～8,30℃ 以下で安定 であ り,阻害剤の
効果か らSH酵 素で あると推定 した。 ついでこの酵素のN末 端ア ミノ酸配列か ら合成オ リゴ ヌク
レオチ ドを作成 し,こ の プローブを用 いて,Pstl消化 した クロモ ゾームDNAと ハイブ リダィゼー
シ ョンを行い,遺 伝 子の一部 を含む3,8KbのPstI-Pstl断片を クローン化 した。つ いでその遺伝
子の一部 をプ ローブと し,完 全な遺伝 子をク ローン化 し,ジ デオキ シ法 に よ り遺伝子の全塩 基配
列を決定 した。遺伝 子は936bp,タンパ ク質 は312アミノ酸残基 よ りな ることを明 らか に した。構
造遺伝子 の上流には大腸菌で解析 され ているLexAタ ンパ ク結合部位 の共通配列 と一致す る配列
がある ことを 明らかに した。次 に,大 腸菌C600(recAつお よびDH5。(recA一)の,SOS-Boxを
含 む及 び含 まない プラス ミ ドを も った菌 株 にお け るペ クチ ン リアーゼ活 性 を調 べた ところ,
SOSboxを含む フ。ラス ミ ドC600株においてのみペ クチ ン リアーゼの活性が見 られた ことか ら,ペ
クチ ンリアーゼの調節においてはLexAに よる発現 の抑制 とRecAに よる発現の誘導が必要 であ
る ことが強 く示唆 された。ペ クチ ンリアーゼは グ リセ ロールを炭素源 として培養 しても生成 され
るヒ
るので,こ の条 件で生成す る酵素 を精製 し,マ イ トマイ シンC処 理 した酵素 と比較 した結果,精
製 におけ る各種 クロマ トグ ラフ ィーが 同一であ ること,SDS-PAGE上分子量が一致す ることか
ら同一 タンパ クであ り,同 一 の遺伝子か ら生産 され ている と推定 した。最後に グ リセ ロール培地
で多量に生産 されるペクチ ン酸 リアーゼを単一 タンパ クとして精製 した。ついでN一 末端 ア ミノ
酸配列 よ り合成 オ リゴヌク レオチ ドを作製 し,こ のプ ローブを使 ってペ クチ ン酸 リアーゼ遺伝子
をク ローン化 し,全 塩基配列 を決定 した。遺伝 子は1140bp,タンパ ク質 は380個のア ミノ酸 よ り
な り,29個のシグナルペ プチ ドと思われ る配列 が見 られ た。 ペ クチ ン リア ーゼ とペ クチ ソ酸 リ
アーゼの両遺伝子 の5'上 流域に非常 に高 い相 同性が見 られ,共 通の発現調節 タ ンパ クの存在す
る可能性を推定 した。
以上 の ように,本 論文は今 まで殆 ど研究 されなか った軟腐病 菌Pseudomonasmarginalisのペ ク
チ ン リアーゼ,ペ クチン酸 リアーゼについて酵素学的解明を行い,更 に,そ の遺伝子の構造,発
現制御機構 につ いて解明をお こな った もの で,細 菌のペ クチ ン質分解酵素について新知見を加 え
ると思われ,審 査員一同は著者に博士(農 学)の 学位を授与 するに値す るもの と判定 した。
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